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Penelitian ini bertujuan mengembangkan teknik enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) untuk mendeteksi antibodi terhadap virus 
bovine ephemeral fever (BEF). Pada penelitian ini dikembangkan uji ELISA langsung (direct ELISA) dan tidak langsung (indirect ELISA) 
dengan menggunakan antibodi monoklonal (blocking ELISA). Hasil penelitian menunjukkan bahwa uji direct ELISA tidak dapat digunakan 
dengan baik karena terjadi positif palsu. Uji blocking ELISA bereaksi lebih baik dan dapat dikembangkan lebih lanjut untuk mendeteksi antibodi 
terhadap penyakit BEF. Dapat disimpulkan bahwa pengembangan teknik deteksi dini terhadap BEF dengan mempergunakan antibodi 
monoklonal dapat diterapkan dalam upaya pengawasan penyakit dan surveilans.  
____________________________________________________________________________________________________________________ 




The objective of this study was to develop enzymelinked immunosorbent assay (ELISA) method to to detect antibody agauinst bovine 
ephemeral fever (BEF) virus.  Direct ELISA and indirect ELISA using monoclonal antibody (blocking ELISA) was developed in this study. The 
results showed that direct ELISA test was unable to be used due to the occurrence of false positive result, whereas blocking ELISA test showed 
better result and can be established as BEF antibody detection. In conclusion, the development of early technic toward BEF using monoclonal 
antibody is able to be implemented in controlling and surveillance of the diseases. 
____________________________________________________________________________________________________________________ 





Bovine ephemeral fever (BEF) adalah salah satu 
penyakit arbovirus yang menyerang ternak sapi dan 
kerbau, seperti Bos taurus, Bos indicus, dan Bos 
javanicus, yang penularannya melalui vektor nyamuk 
(Mellor, 1996; Murray, 1997; Nandi dan Negy, 1999). 
Pada domba, kambing, dan rusa, infeksi BEF biasanya 
tidak menimbulkan gejala klinis (Uren, 1989). Penyakit 
BEF sering juga disebut three days sickness, stif sickness, 
dengue fever of cattle, bovine epizootic fever dan lazy 
man's disease, namun nama BEF dan three days sickness 
atau demam tiga hari lebih sering digunakan (Yeruham et 
al., 2007; Zheng et al., 2011). Morbiditas penyakit BEF 
dapat  mencapai 80%, namun mortalitasnya sangat 
rendah, berkisar 1-2%  (Hsieh et al., 2005; Yeruham et al., 
2007; Zheng et al. 2011; Zhagoul et al., 2012). 
Penyakit BEF dilaporkan pertama kali di Afrika 
pada pertengahan abad ke-19, yang kemudian 
menyebar ke negara lain seperti Asia dan Australia 
(Ogawa, 1999; Kato et al., 2009). Penyakit ini belum 
pernah diaporkan di daerah Western hemisphere, 
Amerika Utara, dan Amerika Selatan (Yeruham et al., 
2007; Zheng et al. 2011). Di Iran, prevalensi infeksi 
BEF pada sapi lebih tinggi dari kerbau dan ternak 
dewasa mempunyai prevalensi lebih tinggi dibanding 
ternak muda (Momtaz et al., 2012). 
Penyakit BEF disebabkan oleh virus BEF (Uren, 
1989). Gejala klinis penyakit ini dicirikan dengan 
adanya demam selama 3 hari, abortus, produksi susu 
menurun, kekakuan dan kelumpuhan. Namun 
demikian, penyakit ini  dapat sembuh spontan dalam 
waktu 3 hari (Uren, 1989; Wang et al.,  2001; Hsieh et 
al., 2005; Walker et al., 2005). Dampak ekonomi yang 
ditimbulkan penyakit BEF telah dilaporkan pada sapi 
perah di Yordania, menimbulkan kerugian bagi para 
petani ternak (Yeruham et al., 2003). Kerugian 
ekonomi yang diakibatkan infeksi BEF juga dilaporkan 
oleh Walker (2005).  
Teknik serologis yang digunakan untuk diagnosis 
penyakit ini antara lain uji serum netralisasi dan 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Uji 
serum netralisasi sulit diaplikasikan di laboratorium 
yang tidak memiliki fasilitas kultur jaringan. Untuk 
mengatasi hal tersebut dikembangkan uji ELISA, yang 
masih menggunakan kit impor yang harganya cukup 
mahal. Penelitian ini bertujuan mengembangkan teknik 
deteksi antibodi BEF dengan menggunakan uji ELISA.   
 
MATERI DAN METODE 
 
Perbanyakan Biakan Jaringan Lestari 
Sel lestari BHK-21 yang diperoleh dari Australian 
Animal Health Laboratory (AAHL) Geelong, Australia 
ditumbuhkan dan diperbanyak pada media Dulbecco's 
modified eagle's medium (DMEM) yang mengandung 
penisilin (200 unit/ml), streptomisin (0,2 mg/ml), 
fungizon (100 unit/ml), dan 10% fetal bovine serum 




(FBS) yang bebas bovine virus diarrhea (BVD) dan 
mikoplasma. Sel lestari tersebut digunakan untuk 
keperluan perbanyakan virus BEF dan pembuatan 
antigen ELISA BEF. 
 
Perbanyakan Virus BEF 
Sebanyak 15 virus BEF isolat lokal yang diperoleh 
dari penelitian sebelumnya pada tahun 1989-1990 
ditumbuhkan dan diperbanyak dalam sel lestari 
BHK21, namun hingga pasase ke-2 tidak menunjukkan 
adanya cythopathic effect (CPE), sehingga virus BEF 
standar dipesan dari AAHL Australia. Virus BEF 
standar ditumbuhkan dan diperbanyak pada sel lestari 
BHK-21. Virus BEF diinokulasikan pada tissue culture 
flask volume 250 ml berisi sel lestari selapis BHK-21. 
Pengamatan kontaminasi dilakukan hingga keesokan 
harinya. Sel lestari yang terkontaminasi pada hari ke-2 
segera dibuang. Pengamatan pertumbuhan virus 
dilakukan mulai hari ke-2 hingga ke-5 dengan melihat 
adanya CPE. Virus BEF mulai dipanen apabila 
pembentukan CPE mencapai lebih dari 80%.  
 
Pembuatan Antigen BEF 
Pembuatan antigen BEF didasarkan pada metoda 
Zakrzeweski et al. (1992) yang dimodifikasi. Sel lestari 
BHK-21 diperbanyak dan  dibuat monolayer (sel selapis) 
pada  beberapa flask plastik. Media penumbuh tersebut 
dibuang, selanjutnya digunakan sebagai kontrol negatif. 
Sel lestari BHK-21 lainnya diinokulasikan dengan virus 
BEF, lalu diinkubasikan pada suhu 37 C selama 30 menit, 
kemudian ditambahkan media baru DMEM, antibiotik 
kanamisin, dan FCS 10%.  Pengamatan CPE dilakukan 
selama 3-5 hari. Sel lestari yang tidak diinfeksi juga 
diperlakukan sama seperti yang terinfeksi BEF. 
Apabila CPE telah terbentuk  dan mencapai lebih 
dari 80%, maka sel lestari tersebut dipanen dengan 
mengocok flask tersebut agar sel-selnya terlepas. Sel 
lestari tersebut kemudian dituang dalam botol sentrifus 
dan disentrifus dengan kecepatan 3000 rpm selama 30 
menit untuk membuang sel debris. Selanjutnya, 
supernatan diambil dan disentrifus dengan kecepatan  
30.000 rpm selama 90 menit. Pelet/endapan yang 
dihasilkan dilarutkan dalam larutan  bufer tris  EDTA 
NaCl (TEN) sebanyak 0,5 ml dan disimpan dalam suhu  
-70 C hingga siap dititrasi. Titrasi antigen dilakukan 
menggunakan checkerboard untuk mengetahui 
pengenceran  optimum dari antigen dan conjugate yang 
digunakan untuk uji ELISA selanjutnya. 
 
Optimasi ELISA 
Antigen, conjugat, enceran serum, dan waktu uji 
dioptimasi berdasarkan pengenceran yang dibuktikan 
dengan adanya perbedaan reaksi secara nyata antara 
kontrol serum positif dan negatif. Kontrol serum 
negatif yang digunakan adalah FCS. 
 
Uji ELISA  
Plat ELISA dilapisi oleh antigen dengan 
pengenceran optimum (1:1000) dengan menggunakan 
bufer bikarbonat (pH 9,6), diinkubasikan pada suhu 
kamar selama semalam pada suhu 4 C atau 2 jam pada 
suhu 37 C. Plat kemudin dicuci dengan phosphate 
buffer solution (PBS)-tween (PBST) 0,05% sebanyak 3 
kali lalu tambahkan blocker 200 µl. Plat diinkubasikan 
kembali pada suhu kamar selama 2 jam dan cuci 
kembali dengan PBST sebanyak 5 kali. Pada saat 
inkubasi, serum kontrol positif dan negatif diencerkan 
dalam PBS bergelatin 1%, dan dimasukkan 100 µl pada 
plat yang telah dicuci. Plat diinkubasikan pada suhu 
kamar selama 2 jam dan cuci kembali dengan PBST 
sebanyak 5 kali. Selanjutnya, ditambahkan 100 µl 
substrat tetramethylbenzidine (TMB), lalu diinkubasi-
kan pada ruang gelap selama 10 menit, dan stop reaksi 
dilakukan dengan larutan  asam sulfat (H2SO4) 0,1 M 
sebanyak 100 µl. Hasil pemeriksaan dibaca pada 
ELISA reader dengan panjang gelombang 450 nm. 
Sebagai pembanding, digunakan ELISA kit yang 
diperoleh dari Virology Laboratory Elizabeth 
Macarthur Agriculture Institute (EMAI), Woodbridge 
Rd. Menangle, NSW, Australia. 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
Penumbuhan Virus BEF 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa virus BEF 
mulai tumbuh pada hari ke-2, dan  menunjukkan 
adanya CPE hingga >80% pada hari ke-3  hingga hari 
ke-5 pada sel lestari BHK-21. Menurut Ogawa (1999), 
biakan sel lestari BHK-21 merupakan biakan sel 
lestari yang sensitif untuk pengembangbiakan virus 
BEF, di samping biakan sel lestari lainnya seperti 
hamster lung.  
 
Penumbuhan Isolat Lokal BEF 
Nandi dan Negy (1999) melaporkan bahwa BEF 
dapat tumbuh dengan baik pada biakan sel lestari 
BHK-21, hamster lung, vero, dan Aedes albopictus.  
Namun demikian, penumbuhan 15 virus BEF isolat 
lokal yang diperoleh pada tahun 1989-1990, tidak 
berhasil tumbuh pada biakan jaringan BHK-21. Isolat 
lokal tersebut diperoleh dari tangki N2 cair dan freezer 
-70 C. Hal ini dapat disebabkan karena virus tersebut 
telah mati selama penyimpanan dengan kurun waktu 
12-13 tahun tanpa mengalami pasase sebelumnya.  
Pasase virus untuk tetap tumbuh  perlu dilakukan 
dalam jangka waktu tertentu. Hal tersebut tidak 
dilakukan sehingga pada saat diperlukan virus BEF 
isolat lokal telah mati selama penyimpanan. 
Kemungkinan lain, dapat disebabkan karena suhu 
penyimpanan yang tidak stabil. Nitrogen cair yang 
tidak tepat waktu diisi, menyebabkan suhu tidak 
mencapai  suhu optimum. Perbedaan suhu yang 
drastis dapat menginaktifkan virus BEF. Demikian 
pula penyimpanan dalam freezer -70 C, memerlukan 
aliran listrik yang stabil, sehingga suhu optimum 
dapat terjaga.  Mengingat virus BEF sangat rentan 
terhadap perubahan suhu, yang dapat berakibat 
menurunnya viabilitas virus tersebut, maka diperlukan 
penanganan yang optimal, terlebih lagi jika disimpan 
untuk waktu yang relatif lama. 




Uji Direct ELISA 
Pada penelitian ini, teknik diagnosis dengan 
menggunakan uji direct ELISA telah dikembangkan. 
Titrasi antigen dan conjugate dilakukan untuk 
menentukan pengenceran optimum antigen dan 
conjugate. Tabel 1 menunjukkan bahwa pengenceran 
optimum adalah 1:800 untuk antigen BEF dan 1:4000 
untuk conjugate.   
Tabel 2 menunjukkan hasil yang sangat berbeda 
antara kontrol positif dan negatif yang dalam hal ini 
digunakan FBS sebagai kontrol negatif. Hasil 
menunjukkan bahwa optical density (OD) serum positif 
kontrol yang berasal dari sapi yang diperoleh dari 
AAHL menunjukkan OD yang tinggi, mencapai rata-
rata 1,268 sedangkan OD kontrol negatif rata-rata 
adalah 0,116. Perbedaan yang jelas antara OD positif 
dan OD negatif menunjukkan bahwa uji direct ELISA 
ini dapat diterapkan di lapang untuk surveilans 
serologis, sebagai pengganti ELISA kit BEF yang harus 
diimpor.  
Uji dengan menggunakan serum lapang mulai 
diterapkan untuk membuktikan bahwa uji ini dapat 
diaplikasikan. Sebanyak 30 sampel  serum lapang yang 
sebelumnya telah diuji dengan ELISA kit BEF  yang 
terdiri dari serum positif dan negatif  terhadap BEF, 
digunakan pada uji direct ELISA. Hasil yang diperoleh 
dari uji direct ELISA terhadap serum lapang tersebut, 
menunjukkan hasil yang tidak berbeda nyata antara 
serum positif (reaktor) BEF dan serum non-reaktor 
(negatif), yang menyebabkan interpretasi hasil menjadi 
bias. Pada uji ini tampak jelas bahwa serum yang 
negatif (non-reaktor) lapang yang telah diuji dengan 
menggunakan ELISA kit BEF, memberikan OD yang 
tinggi yaitu berkisar antara 0,785-0,892 pada uji direct 
ELISA sedangkan OD kontrol negatif dengan 
menggunakan serum FBS adalah 0,1. Akibatnya, 
semua serum lapang yang diuji dengan uji direct 
ELISA ini memberikan hasil positif. Kit ELISA yang 
digunakan sebagai pembanding ternyata Uji ELISA kit 
memberikan hasil yang berbeda. 
Evaluasi dan modifikasi uji direct ELISA dilakukan 
kembali dengan menyertakan kontrol negatif asal sapi 
lapang yang memberikan hasil negatif pada uji ELISA 
kit dan kontrol negatif dan positif asal ELISA kit.  
Beberapa modifikasi telah dilakukan mulai dari 
pengenceran serum sampel, penggunaan  beberapa 
macam blocker dengan konsentrasi yang berbeda 
hingga beberapa macam teknik pembuatan antigen 
telah dilakukan. Namun hasil yang diperoleh tidak 
banyak merubah OD kontrol negatif tersebut, yaitu di 
atas 0,7 sedangkan penggunaan serum negatif asal FBS 
memberikan hasil OD yang rendah, yaitu sekitar 0,1.   
Tingginya OD kontrol negatif menyebabkan uji 
direct ELISA ini tidak dapat digunakan karena sulitnya 
menentukan cut off point, terutama pada serum yang 
mempunyai antibodi rendah. Di samping itu, tingginya 
OD negatif asal lapang menyebabkan terjadinya positif 
palsu sehingga hasil yang diperoleh tidak valid. Dari 
data tersebut dapat disimpulkan bahwa teknik direct  
ELISA tanpa menggunakan monoklonal antibodi tidak 
dapat dikembangkan untuk diaplikasikan di lapang.  
Zheng et al. (2010), melaporkan bahwa direct 
ELISA dapat digunakan sebagai uji serologis untuk 
mendeteksi antibodi BEF di lapang bila preparasi 
antigen dilakukan dengan pendekatan molekuler 
dengan menggunakan gen antigenic site G1 yang 
diekspresikan pada E. coli. Antigen ini dapat 
menghasilkan sensitifitas hingga 97,6%. Pembuatan 
crude antigen, seperti yang dilakukan dalam penelitian 
ini,  tidak memberikan hasil yang memuaskan. 
 
Uji Blocking ELISA 
Penelitian lanjutan dilakukan dengan menggunakan 
antigen untuk uji direct ELISA dan antibodi 
monoklonal yang diperoleh dari Australia. Hasil 
penelitian menunjukkan perbedaan antara hasil uji 
direct ELISA dengan hasil uji blocking ELISA yang 
menggunakan monoklonal antibodi. Hal ini terlihat 
adanya penurunan OD pada kontrol negatif, baik 
menggunakan kontrol negatif asal kit ELISA maupun 
kontrol negatif asal lapang. Lebih lanjut, hasil OD 
kontrol negatif tersebut hampir sama dengan 
menggunakan kontrol negatif serum FBS seperti 
tercantum pada Tabel 2. Keterbatasan monoklonal 
antibodi yang diperoleh menyebabkan uji validasi, 
sensitivitas, dan spesifisitasnya tidak dapat dilakukan. 
Meskipun demikian, hasil pendahuluan ini 
menyimpulkan bahwa pengembangan teknik ELISA 
dengan menggunakan antibodi monoklonal dapat 
dikembangkan dan diaplikasikan sebagai uji serologis 
untuk mendeteksi antibodi terhadap virus BEF. Namun, 
validasi dan evaluasi hasil perlu dilakukan dan 
disesuaikan dengan monoklonal yang akan digunakan 
sebelum diaplikasikan untuk surveilans infeksi BEF di 
Indonesia. 
 
Uji Serologis dengan Blocking ELISA 
Uji serologis awal telah dilakukan di lima lokasi 
seperti disajikan pada Tabel 3. Sebanyak 135 serum 
sampel telah dikoleksi dan diuji dengan uji ELISA. 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa, prevalensi 
tertinggi diperoleh di DKI Jakarta, yaitu 44% dan 
terendah di daerah Bandung (Lembang dan 
Pangalengan). Laporan klinis BEF sering ditemukan di 
lapang berdasarkan laporan peternak maupun dari 
Dinas Peternakan Daerah, namun uji serologis belum 
dilakukan. Surveilans lebih lanjut dari beberapa daerah 
perlu dilakukan untuk mengetahui situasi BEF di 
Indonesia. 
Soleha et al. (1991), melaporkan bahwa infeksi 
BEF terdapat di beberapa lokasi di Kalimantan dengan 
uji serum netralisasi. Selanjutnya, dilaporkan pula oleh 
Daniels et al. (1992), terdapat reaktor BEF pada sapi di 
beberapa daerah di Indonesia dengan menggunakan uji 
serum netralisasi hingga tahun 1991. Namun setelah 
tahun 1991, situasi BEF tidak dilaporkan. Hasil ini 
menggambarkan bahwa infeksi BEF banyak ditemukan 
di Indonesia dengan prevalensi yang bervariasi. Oleh 
sebab itu, pengembangan perangkat diagnostik  yang 
cepat dan akurat perlu segera dilaksanakan agar 
ketergantungan terhadap kit impor dapat dikurangi. 




Hasil pendahuluan ini membuktikan bahwa uji 
ELISA dengan menggunakan monoklonal antibodi 
dapat dikembangkan sebagai pengganti ELISA kit yang 
harus diimpor dari luar negeri. Hasil penelitian ini 
memotivasi penelitian lebih lanjut, dengan pembuatan 
monoklonal antibodi terhadap BEF yang dilanjutkan 




Pengembangan teknik deteksi dini terhadap BEF 
dengan mempergunakan antibodi monoklonal dapat 
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Tabel 1. Hasil optical density titrasi antigen dan conjugate dengan berbagai pengenceran 
 Conjugate 
Antigen BEF 1:1000 1:2000 1:4000 1:8000 
1:100 2.192 2,382 1,193 0,759 
1:200 2,166 1,858 1,281 0,711 
1:400 2,158 1,837 1, 296 0,736 
1:800 2,105 1,840 1.291 0,75 
1:1600 0759 0,716 0,751 0,75 
 
Tabel 2. Perbandingan optical density ELISA dengan menggunakan antibodi monoklonal antibodi (MAb) terhadap BEF 
  
 
Ag Bbalitvet + MAB ELISA kit + MAB Direct ELISA (Ag Bbalitvet) tanpa MAB 
 + - + - + - 
Serum Lapang 0,093 0,457 0,13 1,645 1,268 0,785 
Serum standard AAHL 0,086 0,394 NT NT 0,987 0,799 
Serum kit 0,062 0,512 0,234 1,450 1,375 0,892 
Serum + lemah kit 0,175 0,512 0,605 1,450 NT NT 
Serum FCS  0,658  1,671  0,116 
MAB= monoklonal antibodi; Bbalitvet= Balai Besar Penelitian Veteriner; FCS= fetal calf serum  
 
Tabel 3. Hasil uji serologis dari sampel serum sapi yang diperoleh dari beberapa daerah di Propinsi Jawa Barat, dengan menggunakan 
uji  blocking ELISA BEF, pada  tahun 2012 
Lokasi Breed sapi Jumlah % (+) ELISA 
DKI Jakarta FH 45 20 (44%) 
Sukabumi FH 30 7 (23%) 
Lembang FH 30 0 (0%) 
Bandung/Pangalengan FH 30 0 (0%) 
Total  135 27 (20%) 
 
